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$83: [H ] oi HERR SE AS C ecdysteroid receptor, EcR) 是 一 种 超 家 族 核 受 体 , 它 能 与 超 气 门 蛋 白 USP 组 成 异 源 二 
聚 体 复合 物 EcR/USP ,调节 20- 羟 基 旷 皮 酮 (20E) 的 生物 活性 ,进而 调控 昆虫 的 发 育 、 变 态 及 繁殖 等 生命 过 程 。 本 
研究 则 在 克隆 茶 尺 凤 Ectropis obliqua Prout EcR 基因 全 长 ,并 了 解 该 基因 的 编码 蛋白 特征 和 时 空 表达 模式 。[ 方 法 】 
通过 RT-PCR 方法 并 结合 RACE 技术 ,克隆 茶 尺 歇 EcR 的 基因 全 长 ,通过 生物 信息 学 软件 和 在 线 网 站 分 析 茶 尺 歇 
EcR 的 生物 学 特性 ,通过 实时 荧光 定量 PCR( real-time quantitative PCR, qRT-PCR) JR EC AZ RUE KcR 在 不 同 发 育 
时 期 和 6 龄 幼 忠 不 同 组 织 中 的 相对 表达 含量 。[【 结果 】 克 隆 并 鉴定 了 茶 尺 暴 ER 基因 ,将 其 命名 为 ho-kcR( 基因 登 
录 号 : KP869130. 1) ,ko-EcR 全 长 2 268 bp, 含 有 1728 bp 开放 阅读 框 ,编码 576 个 氨基 酸 。 系 统 进化 树 和 氨基 酸 同 
源 性 比 对 表明 ,Eo-EcR 具有 相对 保守 的 进化 特性 ,特别 是 与 鳞 翅 目 昆 虫 的 保守 性 最 高 。 三 级 结构 模拟 和 功能 结构 
域 预 测 表 明 , Eo-EcR 具有 3 个 经 典 的 结构 模型 ,并 以 a 螺旋 为 主 ,功能 位 点 单一 且 为 Cs 型 锌 指 结构 。qRT-PCR 结 
RRHH ,ko-EcR 在 5 龄 和 6 龄 幼虫 期 以 及 成 虫 期 表达 量 较 高 ,在 其 他 龄 期 表达 量变 化 不 大 ;同时 在 前 胸腺 表达 量 最 
高 ,在 血 淋 巴 表达 量 最 低 。【 结 论 ] 明确 了 Eo-EcR 的 核 苷 酸 序 列 及 编码 蛋白 特征 ,明确 了 Eo-EcR 的 时 空 表达 特性 
该 研究 结果 为 进一步 研究 Eo-EcR 的 分 子 功能 和 基于 Eo-EcR 为 靶 标 杀 虫 剂 的 研制 商定 分 子 基 础 。 
关键 词 : RE; 蚁 皮 激 素 受 体 ; 克隆 ; 生物 信息 学 ; 时 空 表 达 ; ARA 
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Molecular cloning, bioinformatics analysis and expression profiling of 
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ecdysteroid receptor gene Eo-EcR in Ectropis obliqua ( Lepidoptera: 


Geometridae ) 

LI Liang-De, WANG Ding-Feng, LI Hui-Ling, ZHANG Hui, WU Guang-Yuan' ( Tea Research 
Institute, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fu' an, Fujian 355015, China) 

Abstract: [ Aim] Ecdysteroid receptor ( EcR) was a superfamily nuclear receptor, and it can form a 
heterodimeric complex EcR/USP with ultraspiracle ( USP) protein to adjust the biological activity of 20- 
hydroxy molting ketone (20E) and regulate the developmental, abnormal and reproductive processes in 
insect lifecycle. This study aims to clone the full-length cDNA of EcR gene from Ectropis obliqua Prout, 
and to understand the characteristics of its encoding protein and its expression patterns. [Methods] The 
complete cDNA was cloned from E. obliqua by RT-PCR and RACE technologies. The bioinformatics 
analysis was carried out by bioinformatics software and editing on online website. The mRNA levels of 
EcR in different developmental stages and different tissues of the 6th instar larvae were investigated by 
real-time quantitative PCR. ( qRT-PCR). [Results] The EcR cDNA was cloned successfully from Æ. 
obliqua and named Eo-EcR ( GenBank accession no. KP869130. 1). Its complete length cDNA is 2 268 
bp, including a 1 728 bp open reading frame ( ORF) , which encodes 576 amino acids. Phylogenetic tree 
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analysis and alignment of amino acid sequences showed that Eo-EcR is highly conserved among insects, 


especially in Lepidoptera. The results from tertiary structure and function domain prediction indicated that 


Eo-EcR has three classic structure models and the alpha helix is the dominant structure. It also contains 


a single functional site with a uni-C, type zinc finger structure. qRT-PCR results showed that the 


expression level of Eo-EcR was higher in the 5th and 6th instar larval stage and adult stage compared to 


other stages. Tissue expression profiling showed that the expression level of Eo-EcR was the highest in 


prothoracic gland while lowest in hemolymph. 


[ Conclusion ] The sequence of nucleotide and 


characteristics of the encoded amino acid sequence of Eo-EcR were clarified. These results provide a 


foundation for further researches on the molecular function of Eo-EcR, and bring a new insight for the 


design of target insecticide to better control E. obliqua. 


Key words: Ectropis obliqua; ecdysteroid receptor; clone; bioinformatics; temporal expression; insecticide 


Ed, r9 47] rb S80 lt bn 2 275 3 Bp -4] rb - o Jor. 4. 个 
重要 的 阶段 ,在 这 个 生命 过 程 中 ,由 于 受到 外 骨骼 几 
丁 质 的 阻碍 ,昆虫 必须 通过 周期 性 旷 皮 才能 顺利 完 
成 整个 生活 史 ( 赵 小 凡 , 2010) 。 在 昆虫 赔 皮 过 程 中 
要 受 许多 激素 的 调控 ,其 中 起 主导 作用 的 是 赔 皮 激素 
(ecdysteroid hormone, EH) ( Spindler et al., 2009) 。 
Wt RECS JS T KEK H I, Eb rho AURI FRA CI P 
获取 的 胆固醇 在 前 胸腺 中 被 各 种 酶 类 修饰 ,并 经 细 
胞 色素 P450 单 加 氧 酶 的 一 系列 产 基 化 反应 后 ,才能 
Vidc Tr Di Be CR HY 8 PEJE 3 —— 20 X Ak tbi pz i] ( 20- 
hydroxyecdysone , 20E) ( Marchal et al., 2010) 。 

对 经 典 的 20E 信和 号 转 导 途径 研究 表明 ,20E 的 
4d 88 bs h dun Ez iH AUR ecdysterod receptor, 
EcR) 和 超 气 门 蛋白 (ultraspiracle protein, USP ) 2H Jii, 
(Yao et al., 1993) ,EcR 与 USP 能 在 细胞 核 内 形成 
转录 复合 体 EecRZUSP ,并 结合 到 晓 皮 激素 反应 元 件 
的 靶 基 因 启 动 子 上 ,直接 激活 一 部 分 早期 基因 如 
BR-C,E74, E75, E93, bFTZ-Fl 和 激素 接受 子 3 
( HR3) 等 转录 因子 的 表达 ,表现 出 一 系列 的 赔 皮 反 
应 (Elmogy et al., 2004; King-Jones and Thummel, 
2005; Fahrbach et al., 2012)。 因 此 , 赔 皮 激素 受 体 
EcR 在 昆虫 生长 发 育 、 变 态 和 繁殖 中 发 挥 着 重要 的 
调控 作用 。 

目前 ,关于 昆虫 晓 皮 激素 受 体 的 研究 已 经 有 不 
少 报道 ,已 经 克隆 了 多 种 昆虫 EcR 基因 (Hannan 
and Hill, 1997; Zheng et al., 2010; Tang et al., 
2012) ,并 对 EcR 的 分 子 作 用 方式 和 调控 机 理 做 了 
深入 研究 ( Riddiford et al., 2003; Gwozdz et al., 
2007), 。 同 时 ,由 于 EcR 具有 种 类 特异 性 和 高 度 的 
反应 灵敏 性 ,也 常 作为 新 型 杀 虫 剂 的 裔 标 研究 ( 刘 
永 杰 等 , 2007). AN, XLR ( bishydrazide) Ý Z% E 
剂 对 鳞 翅 目 、 双 翅 目 和 鞘翅 目 等 昆虫 具有 较 高 的 杀 
虫 活性 (Wing et al., 1988; Smagghe and Degheele, 


























































































































1994; Retnakaran et al., 1997) ,该 类 杀 虫 剂 的 毒 杀 
效果 取决 于 其 与 EcR 的 亲 合 能 力 的 大 小 (Billas et 
al., 2003) ,这 为 建立 以 昆虫 EcR 为 靶 标 的 新 型 杀 
虫 的 开发 奠定 了 基础 。 

AK RUE Ectropis obliqua Prout, XZ ZÆ R iR , MER 
拱 拱 虫 . 吊 丝 虫 . 量 才 虫 , 属 鳞 翅 目 (Lepidoptera ) R 
蛾 科 ( Geometridae) , 是 我 国 茶 树 的 重要 害虫 之 一 。 
该 虫 以 幼虫 取 食 嫩 叶 危害 茶树 ,对 茶叶 产量 .品质 和 
茶树 树 势 造成 严重 影响 ( 曹 士 先 等 , 2013; CR, 
2014) 。 目 前 防治 该 虫 主 要 以 化 学 农药 为 主 ,但 长 
期 大 量 的 用 药 导 致 该 虫 产 生 严重 的 抗 药性 ,不 仅 
加 大 了 防治 难度 ,也 提高 了 防治 成 本 。 因 此 ,开发 
AET LAZR RUE EcR 为 靶 标 的 新 杀 虫 剂 具有 重要 的 
意义 。 本 文 应 用 RT-PCR FEAR sc [6 T RRE EcR 
AED] AI Arr Y oA IO ER ELA T 8 LS HB, A 
水 性 等 信息 ;构建 了 进化 树 、 氨 基 酸 序列 比 对 图 
WE SERT ARRIE EcR 三 级 结构 和 并 对 功能 结构 
域 进行 分 析 ; 最 后 ,采用 qRT-PCR 分 析 了 这 一 基因 
的 时 空 表达 差异 。 则 在 为 进一步 研究 茶 尺 峻 EcR 
的 分 子 功 能 和 基于 茶 尺 果 EcR 为 靶 标 杀 虫 剂 研制 
莫 定 分 子 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 取样 

供 试 昆虫 茶 尺 峻 采 自 福建 省 福安 市 社 口 镇 省 农 
科 院 茶叶 研究 所 试验 茶园 (作为 第 1 代 ), 于 24 + 
1% ,RH 75% , 光 周 期 12L: 12D 条 件 下 采集 新 鲜 茶 
梢 室内 供养 。 将 第 2 代 茶 尺 晓 的 卵 进行 收集 分离， 
使 第 2 代 室 内 供养 昆虫 在 卵 期 保持 同步 。 于 第 2 代 
1,2,3,4,5 和 6 龄 幼虫 肾 、 成 由 和 卯 等 共 9 个 发 
育 期 分 别 取样 , 置 于 -80% 中 保存 备用 ;同时 挑选 6 
龄 幼虫 , 置 于 解剖 镜 下 分 离 表 皮 .前 胸腺 大脑、 血 淋 
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E .脂肪 体 和 中 肠 6 个 组 织 样品 各 50 mg, 迅速 于 液 
APIKE, EET. - 807€ 中 保存 备用 。 
1.2. 主要 试剂 及 仪器 

总 RNA 提取 试剂 盒 .总 RNA 反 转 试剂 盒 _ DNA 
凝 胶 回 收 试剂 盒 购 自 OMEGA 公司 ; SMART 
RACE" Kit 试剂 盒 3' Full RACE Kit 试剂 盒 购 自 天 
根 生 化 科技 有 限 公 司 ; 荧光 定量 试剂 盒 (SYBR 
Primer Script RT-PCR Kit) 去 基因 组 反 转 录 试 剂 盒 
gDNA Erase Primerscript Kit, Taq DNA 聚合 酶 、 
dNTPs (各 2. 5 mmol/L) , Sit lE Bist: , DL2000 DNA 
Marker 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 态 细胞 和 pMD20-T £ 
体 均 购 自 TaKaRa 公司 ;所 有 引物 合成 和 序列 测序 
均 由 上 海 英 潍 捷 基 贸易 有 限 公 司 完成 。 

Thermo 超低温 冰箱 ( - 80C ) (美国 Thermo 公 
司 ) ; RC-2C 高 速 低温 离心 机 (Sorvall 公司 ) ; 超 净 工 
作 台 (苏州 净化 设备 厂 ) ;HOSHIZAKI 制 冰 机 (FM- 
120EE) (欧洲 HOSHIZAKI 公司 );Bio-Rad MyCycler 
PCR 仪 _ Power Pac1000 电泳 仪 、Gel Doc 2000 凝 胶 
成 像 系统 和 CFX Connect Real time System KFR IE 
定量 PCR 仪 均 为 Bio-Rad 公司 产品 。 
1.3 总 RNA 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

参照 Omega Bio-Tek 总 RNA 提取 试剂 盒 说 明 书 
(E. Z. N. A. ™ Total RNA Kit, 美 国 ) , 取 预 先 备 好 的 
ZR RUBER [n] A Br Bx In] 2H 26e 50 mg, ic ARGUS 
冻 研 磨 后 提取 总 RNA ,并 用 2% 3E BRE E E vC Fr 
测 总 RNA 的 完整 性 。 参 照 总 RNA 反 转 试剂 盒 说 明 
书 (Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit , 加 
SUCK) ,以 提取 的 总 RNA 为 模板 , 取 1 ug F20 uL 
混合 体系 中 ,以 Oligo (dT) 18 为 引物 反 转 录 合成 
cDNA 第 一 链 。 
1.4 RIE EcR 基因 片段 RT-PCR 扩 增 

根据 NCBI( http ://www. ncbi. nlm. nih. gov/) 已 























登录 的 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua (基因 登录 号 : 
EU426551.1)、 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera ( 3& [5] X 
录 号 : EU526831. 1) , ED EE 45 f. Plodia interpunctella 
(GenBank 登录 号 : AY489269.2) .小 菜 蛾 Plutella 
xylostella( GenBank 登录 号 : EF417852. 1) 的 基因 保 
守 序 列 设计 茶 尺 凤 EcR 的 简 并 引物 EcR-F1 和 EcR- 
RI( 表 1) 。 

VAZR RUE 5,6 龄 幼虫 的 混合 cDNA 第 一 链 为 模 
板 进行 RT-PCR 扩 增 。 反 应 程序 为 :95Y 3 min; 
95*C 30 s, 58C 2 min, 72% 30 s, 33 个 循环 ; 72%C 
10 min; 4% ,保存 。 目 的 条 带 回收 后 与 载体 pPMD20- 
T( TaKaRa, ,中 国 大 连 ) 进 行 重 组 ,再 导入 至 大 肠 杆菌 
DHS co 感受 态 细胞 中 进行 培养 ,最 后 经 蓝 白 斑 筛 选 
后 送 上 海 英 潍 捷 基 贸 易 有 限 公 司 测序 。 
1.5 RIE ER 基因 5’ 及 3' 序 列 RACE 扩 增 

根据 已 克隆 得 到 的 茶 尺 果 EcR 中 间 片 段 序 列 ， 
设计 合成 2 对 特异 性 其 套 引 物 EcR-R2-outer 与 
EcR-R3-inner 及 EcR-F2-outer Ej EcR-F3-inner 分 别 
用 于 5' 和 3'RACE 938 (3€ 1), 5' RACE 反应 程序 
为 :94% 3 min; 94% 30 s, 68C 30 s, 72C 1 min, 
33 个 循环 ; 72C 10min; 4% f£, 3' RACE 反应 程 
序 为 :94% 3 min; 94C 30 s, 55% 30 s, 72% 
1 min, 33 个 循环 ; 72C 10 min; 4% 保存 。 最 后 用 
DNAstar 软件 将 所 得 序列 片段 拼接 为 完整 的 序列 。 
1.6 3E RE EcR 基因 生物 信息 学 分 析 

采用 DNAstar FATAR UE EcR 基因 进行 全 长 
拼接 ;采用 ProtParam 网 站 (http ://web. expasy. org/ 
protparam/ ) 对 编码 区 蛋白 进行 理化 性 质 分 析 ; 采 用 
Smart 网 站 (http ;// smart. embl-heidelberg. de/) 分 析 
氨基 酸 序列 结构 ;系统 进化 树 由 MEGA 4. 1 软件 中 
的 邻 位 相连 法 (neighbor-joining，NJ) ,采用 UPCMA 
法 进行 1 000 次 重复 分 析 比 对 构建 获得 ;采用 Multalin 









































表 1 本 实验 所 用 引物 表 
Table 1 Primers used in this study 











基因 名 称 实验 目的 引物 名 称 引物 序列 (5 -3') 
Gene name Purposes Primer name Primer sequences 
中 间 片 段 克 隆 EcR-F1 CGAGRAAAAAGTGAAGTGAAAGCCT 
Cloning of intermediate fragment EcR-R1 GCCACGTCCCAGATCTCCTC 
SE EcR-R2-outer GTGTGGAACCCTCCCTTGTTGG 
Tug EcR-R3-inner GACCGCCGATGGACATCTTCC 
ARACE EcR-F2-outer ATCCTCACCGAAATCCGCACC 
EcR-F3-inner TCAAACTCAAGAACAAGAAGCTACCG 
定量 PCR EcR-F4 AAGAACTTTCGCCAGCGTCAA 
qRT-PCR EcR-R4 CGTCGTGGTGCTAACTGGGAG 
18S rRNA 内 参 引物 18S-F GAGAAACGGCTACCACATCCA 
Internal primer 18S-R GCAAATGCTTTCGCTGATGTT 
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5. 4. 1 网 站 (http://multalin. toulouse. inra. fr/ 
multalin/multalin. html) 进行 氨基 酸 多 重 序列 比 对 ; 
采用 Swiss Model 网 站 ( http://www. swissmodel. 
expasy. org/ ) 对 编码 区 氨基 酸 进 行 三 级 结构 模拟 ; 采 
用 Swiss PDB Viewer 4. 1 软件 对 三 级 结构 与 锌 指 结 
构 (zinc finger) 进行 整合 编辑 。 
1.7 RIE EcR 基因 qRT-PCR 时 空 表达 检测 

T S52 USE EcR 基因 全 长 序列 ,以 茶 尺 歇 核糖 
体 18S rRNA(GenBank 登录 号 : EU482035.1) 为 内 
参 , 设 计 2 对 荧光 定量 PCR 引物 EcR-F4 与 EcR-R4 
及 18S-F 与 18S-R( 表 1)。 按 照 20 pL 的 总 反应 体 
系 :SYBR Premix Ex Taq™ 10.0 uL; cDNA 1.0 uL; 
EcR-F4 与 EcR-RA ( 18S-F 与 18S-R) 4& 1.0 uL; 
ddH,O 7.0 pL。 反 应 程序 为 :95C 30 s; 950€ 5 s, 
61*C 30 s, 72C 30 s, 40 个 循环 ; 70 ~95C ,每 个 循 
环 上 升 0.5% ,采用 比较 C1 值 法 的 相对 定量 法 计算 
出 不 同 发 育 时 期 及 不 同 组 织 Eo-EcR. 基因 的 相对 表 
达 量 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

KIGE Æ PCR 测定 的 数据 置 于 GraphPad Prism 
5.0(GraphPad Software ) 软件 中 选择 means + SE jit 
行 作 图 。 采 用 SPSS 13.0 邓肯 氏 ( Duncan’”s multiple 
range test) 单 因 素 方差 (one-way ANOVA ) 方 法 进行 
差异 性 显著 分 析 (P <0.05)。 








2 结果 


2.1 ŽRE ER 基因 的 全 长 克隆 

通过 简 并 引物 EcR-F1 和 EcR-RI 的 RT-PCR 
扩 增 ,初步 获得 大 小 为 1 651 bp 的 条 带 (图 1: 泳 道 
1) ;根据 已 获得 的 片段 序列 ,通过 2 对 特异 性 引物 
EcR-R2-outer 与 EcR-R3-inner 及 EcR-F2-outer 与 
EcR-F3- inner 的 5' RACE 和 3 RACE 扩 增 ,分 别 得 
到 257 bp 头 部 序列 (图 1: 泳 道 2) 和 360 bp 的 尾巴 
序列 (图 1: 泳 道 3) ,最 后 将 所 得 的 EcR 上 .中 、 下 3 
段 序 列 进行 比 对 ,拼接 得 到 2 268 bp 全 长 序列 ,将 其 
命名 为 Eo-EcR ( GenBank 登录 号 : KP869130. 1), 
采用 DNAstar 软件 对 Eo-EcR 全 长 进行 分 析 , 结 果 表 
明 该 基因 含有 1 728 bp 开放 阅读 框 ,含有 27 个 poly 
(A) 尾巴 结构 , 编码 576 TAR, KH ProtParam 
网 站 对 编码 区 蛋白 进行 理化 性 质 分 析 表 明 , 该 蛋白 
氨基 酸 残 基数 为 575 个 ,分 子 量 为 64. 62 kDa, 理 论 
等 电 点 为 35. 67 ,分子式 为 Casos Hasse Nas; Oseo Sas ,总 平 
均 踊 水 性 为 -0.391。 

















1651 bp 


257 bp 360 bp 


A B C 


图 1 ZRUSE Eo-EcR 基因 全 长 克隆 
Cloning of full-length cDNA of Eo-EcR from 





Fig. 1 
Ectropis obliqua 
1 :中 间 片 段 克 隆 Cloning of the intermediate fragment; 2: 5' RACE 
产物 5' RACE product; 3; 3' RACE 产物 3' RACE product; M; 
DNA Marker DL2000. 


2.2 Eo-EcR 生物 信息 学 分 析 

2.2.1  Eo-EcR 系统 进化 树 分 析 : 为 研究 Eo-EcR 
基因 与 其 他 物种 之 间 的 亲缘 关系 ,通过 NCBI Blast 
将 与 Eo-EcR 保守 性 较 高 的 基因 序列 比 对 下 载 后 ， 
采用 MEGA 4. 1 软件 中 的 邻 位 相连 法 ( neighbor- 
joining, NJ) ,进行 1 000 次 重复 分 析 后 获得 Eo-EcR 
系统 进化 树 。 由 图 2 可 知 , Eo-EcR RIRE EG Hn 
(如 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua FHAA IR Spodoptera 
litura i55 JK $8 Tx WE Spodoptera littoralis 和 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera 等 ) 杀 缘 关 系 最 近 , 与 果 晶 科 昆 
虫 (如 果 晶 Drosophila persimilis ) CREE EG E ( JJ: 
FR Aedes aegypti) 亲缘 关系 最 远 。 
2.2.2  Eo-EcR 氨基 酸 同 源 性 比 对 : 通过 NCBI 
Blast 发 现 ,Eo-EcR 基因 与 其 他 物种 昆虫 EcR 的 氮 
基 酸 序列 具有 和 较 高 的 保守 性 , 其 中 与 棉铃 虫 H. 
armigera ( GenBank 登录 号 : ACD74807. 1) , MF JK 38 
TENE S. littoralis ( GenBank 登录 号 : ADO64595.1) , 
甜菜 夜 峨 S. exigua ( GenBank 登录 号 : ACA30302. 
1)、 小 地 老虎 Agrotis ipsilon ( GenBank. 登录 号 : 
AGA17965. 1), ED HE 43 "WR Plodia interpunctella 
(GenBank 登录 号 : AAR84611. 1) , fT 4E f£ Omphisa 
fuscidentalis( GenBank 登录 号 : ABS00249. 1 ) 和 小 菜 
蛾 Plutella xylostella ( GenBank 登录 号 : ABQ81864. 
1) 的 EcR 序列 保守 性 最 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 依次 
Jj 8095, 78%, 7896 , 7896 , 717% , 11% 和 7696 。 
将 这 些 保守 氮 基 酸 下 载 后 ,采用 Multalin 5.4. 1 在 线 
软件 获得 了 Eo-EcR 基因 的 氨基 酸 序列 多 重 序列 比 
对 图 (图 3) 。 进 一 步 分 析 得 出 ,8 个 物种 编码 的 氮 
基 酸 除 头 部 前 39 个 氨基 酸 长 短 不 一 ,中 间 第 100 - 
130 位 点 、 尾 巴 第 580 -596 位 点 保守 性 较 差 外 ,其 
余部 分 基本 相同 ,显示 了 Eo-EcR 基因 在 鳞 翅 目 昆虫 
中 相对 保守 的 进化 特性 。 采 用 Smart 网 站 对 Eo-EcR 
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100r Helicoverpa armigera EUS26831.1 

Heliothis virescens Y09009.1 

Agrotis ipsilon JQ731607.1 

Sesamia nonagrioides JN572102.1 

Spodoptera exigua EU426551.1 

Spodoptera littorali HM445734.1s 

99 Spodoptera litura EU180021.1 

Trichoplusia ni AF411256.1 

Å Ectropis oblique KP869130 

Omphisa fuscidentalis EF667891.1 

Manduca sexta U19812.1 

Bombyx mori NM, 001173375.1 
Chilo suppressalis AB067812.1 

Scirpophaga incertulas AB568469.1 

Plodia interpunctella AY489269.2 

Papilio xuthus AK404791.1 

Choristoneura fumiferana U29531.2 

Plutella xylostella EFA17852.1 


















Drosophila persimilis XM, 002028133.1 
Culex quinquefasciatus XM, 0018445209.1 
100 Aedes aegypti XM, 001660229.1 


m 
0.05 





2. RRE Eo-EcR 与 其 他 物种 昆虫 的 EcR 进化 树 分 析 


Fig. 2 Phylogenetic tree of Eo-EcR from ipd obliqua with EcR proteins from other insects 
分 支 上 的 数字 大 小 代表 不 同 的 亲缘 关系 ,标尺 代表 对 应 分 支 上 单个 氨基 酸 发 生变 异 的 估计 值 。Different numbers on the branches represent 


different genetic relationship, and the sale bar represents an estimate of variation value corresponding to each amino acid. 


























1 
E.oblique HSVEBRL DET VLGKSEVKRFGGRCPSRVGEGERCELRDHNERRHTNNGGEHTL RHI 
S.littoralis  HSIESRLDSLVRGKSEVKRFRGGCPSRI LDTGRCDTL RDHRRRHYNNGGEQTI RTI 
S.exigua HSIESRLDSLVRGKSEVKRFVGGCPSRI VDTGRCDTLRDHRRRHYNNGGEOTL Rr 
R.ipsilon HSIESHVDSLVRRKTEVKRLVGGCPSRL VDIGRCDTLRDHERRHYNNGGEUOTLRF 


IL GTI PPRHVHSPDSI NSPSEYRLEL HGYDER 
ILG-L PPRHVHSPESLRSPEYGGLELHGYEDGLTTYSHI 
ILG-L PPRHVHSPESLRSPEYGGLELHGYEDGLTTYTE 
ILG-LPPRHYHSPESLRSPEYGGLELHGYDDGIT-YSH 
ILG-LPPRHVHSPESLRSPEYGGRELHGYDDGIT- YSH 


ISLLSTCSHOQQQQ-- 
SL-GSCTHEQQogPQggqqPagT 
ISL-GSCTHEQO000POQOOQPOQT 
ISL-GTCTHEQQQ00RPOQUOPQUT 

























































H.arnigera HRRRHYNNGGFQTLRHHI S ETC TEONA ORAON SITE 
P.interpunctella TRRRHSHNGGFÜTI Rrill EESSSEVTSSSRI G-L PPRHVHSPESL RSPEYGGLELHSYDDGISYNTRTROLLGNRCTHOGQOPP. 
D.fuscidentalis HRRRHSHNGGFÜTLRHIEESSSEVTSSSRLG-LPPRHYHSPESLRSPEYSNLELHTYEDGIRYSTRPE-LLGNRCTHUQQ- PP. zt 
P.xulostella TKRHHSNNGGFÜTL RH EESSSEVSSSSRI G-L PPRHVL TPESLRSPE YGGLDLHGYDDSIT-YSTRETL LSSGETPPOPKP- - 
pep nrRrH. NNGGFqTLRHAEESSSEVESSSRI G. L PPRHVSSP SSLaSPeuggl 8L HgY figit. ys aRsL 1g. c.n. qüqqp. -q.t 
1m 140 150 180 179 180 139i 250 20 
Lini ai: Pila Picos) PENE EN i) pU d PUSUIENSUN i2) vip BRUN; ERE S nj A Eoo SEE rim EE Sis) AT ey REM), UM T zu RE Oa 
E.oblique APLPSHPLPHPPTTI KSENESHSSGREEI SPRSSVNGCS TDSFRRROKEGPRPROGEEI F-I VCGDRRSGYHYNRI TCEG |CKFGHRCEHDHYHRRKCUE, IR kkCLnvonRPECY 
S.littoralis  üPLPSHPLPHPPTTHKSENESHSSGREELSPRSSVNGCSTDGERRROKKGPRPROQOEELEL VCGDRRSGYHYNRL TCEGI ICKFGHRCEHDHYHRRKCOEQRLKKCLRVGHRPECV 
S.exigua QPLPSM IKSENESHSSGREEL SPRSSINGCSTDGERRROKKGPRPROOEEL FEL VCGDRR: IL TCEGI ICKFGHRCI RKCOEGRLKKCLRVGHRPECV 
B.ipsilon QPLẸS IKSENESHSSGREELSPRSSINGCSTDGERRROKKGPRPOQQEE! t vcemen n IRL TCEGI Er ennce d i nE IRLKKCLRVGHRPECY 
H.armigera QPL THKSENESHSSGREELSPASSYNGCSTDGEARRQKKGPAPRQQEELLELYCGDRA LTCEGI ICKFGHRCI IRKCOEGRLKKCLRVGHRPECV 
P.interpunctella  QPLPSHPLPHPPTTHKSENESHSSGREELSPRSSYNGCSTDGDRRROKKGPRPROQOEEL|-L VCGDRRSGYHYNRLTCEGCKGFFRRSYTKNRYYYKFGHRCEHDHYHRPRKCOEGRLKKCLRYVGHRPECYV 
Ü.fuscidentalis  QRLPSHPLPHPPTTHKSENESHSSGREELSPRSSVNGCSTDGERRROKKGPRPROGEELF-L VCGDRRSGYHYNRL TCEGCKGFFRRSYTKNRYYYCKFGHGCEHDHYHRRKCQEQRLKKCLRVGHRPECY 
P.xulostella  HRLLSHPLPHPPTTHKSENESISSGREEL SPRSSVNGCSNDGDRRRPKKGPRPROQEELLL VCGDRRSGYHYNRL TCEGCKGFFRRSVTKNRVYTYCKFGHRCEHDHYHRRKCOEGRLKKCLRVGHRPECY 
Consensus qpLpSHPLPHPPTTIKSENESnSSGREELSPRSS ! NGCSt.De 88RRqKKGPRPROOEELLL VCGDRRSGYHYNRL TCEGUKGFFRRSVTKNRYVY TcKFGHaCEHDHYHRRKCOEPRLKKCLRVGHRPECYV 
















E.oblique VPENQCLAFPKEKFRORDIDKLPVSTIIVEDHHPRIMQCUPPPPERRKI-- 
S.littoralis  VPENQCRHKRKEKKRQREKDKLPYSTTTVDDHHPPIHQCDPPPPERRR 
S.exigua VPENCRMKREEKKRÜREKDKSPVSTTTVDDHHPPIHQCDPPPPERRR: 
B.ipsilon  VPENQCRHKRKEKKRÜREKDKI PVSTTTVDDHHPPTHOCDPPPPERRRTLI 
H.armigera  VPENQCRHKRKEKKROREKDKLPVSTTTVDDHHPPIHQCDPPPPERRRI-. 


WEVVPRFLSEKLHEQNRQENIPPL TTNQKSLIBRLVHYOEGYEQPSEEDLKRVTQTH: 
HEVVPRFLTEKILEQNRLKNVPPLTTNQKSLIRRLVHYQEGYEQPSEEDLKRVT(U-- 
HEVVPRFLNEKLHEONRLKNYPPLTRNOKSLIRRI VHYOEGYEQPSEEDLKRVTOTH IEDEEESDHPFROT 
IHEVVPRFLNEKLHERNRLKNVPPLTRNOKSLIRRI VHYOEGYEOPSEEDIL KRVTOTHOS-DEDEEESDHPFROT 
HEVVPRFLNEKLHEQNRLKNVPPLTRNOKSLIRRLVHYOEGYEOPSEEDLKRVTOTHQOS-DEDDEDSDHPFROI 
P.interpunctella  VPETQCRIKRKEKKROREKDKLPVSTTTVDDHHPPIHQCDPPPPERRRI- HEVVPRFLSDKLHEQNRLKNIPPLTRNQQFLIRGLVHYQDGYEQPSEEDL KRVTQTHOPTD——-EDDDDHPFROT 
Ü.fuscidentalis  VPEPQCRQKRKEKKROREKDKLPVSTTTVDDHHPRIHQCDPPPPERRRI-—-———-HEVVPRFLSEKLHEQNRLKHIPPLSRNOQFLIRRLVHYODGYEQOPSEEDI KRVTQTHOSRDREDEDSDHPFROT 
P.xulostella  VPETQCRIKREEKKROREKDKLPYVSTTTVDDHHPPIHOCEPPPPERRRILDCLOHEYVPRFLSDKLLEONRRKNIPPLTPNOKFLIRRLVHYODGYEOPSEEDLKRYVTUTHORSDDDEEESDHPFROI 
Consensus  VPEnüCa, KRKEKKRÜRSKDKLPVSTTTVSDHHPpIHQCSPPPPERRrTI, ,, . , HEVVPRELs 8KL SEONRIKN! PPLEaNOksLTIReLVHYOSGYEUPSEEDLKRVTOTHUs, #ed###sDHPFRE: 


-EEDDEETUHPFRUI 
IEDDEESDHPFROT 





E.oblique ATIL TVQL IVEFRKGI PGERKISQSDGITILKRCSSEVHHERVERRYDRVSDSVLERNNORY TRONYRIRIGHRYVIEDL E HECRCHYBHUHUNVIYRLI TAIVIFSDRPGLEQPL LVEETQRYYLTTLRT 
S.littoralis  HTILTVQLIVEFRKGLPGFRKTISQSDQITLLKRCSSEVHHL RVRRRYDRSTDSYLFRNNORYTRDNYRKRGHRYVTEDLLHFCRCHYRHSHDNYQYRI L TRTVIFSDRPGLEGPLI VEETQRYYLNTLRH 
S.exigua HTILTVOLIVEFRKGLPGFRKISOSDOITLLKRCSSEVriHLRVRRRYDRRTDSVLFRNNORYTRDNYRKRGHRYVIEDLLHFCRCHYSHHYDNVHYRLLTRIVIFSDRPGLEUPLLVEEIQRYYLNTLRV 
B.ipsilon HIILTVULIVEFRKGLPGFRKISOSDUITLLKRCSSEVriHL RVRRRYDRRTDSVLERNNI RKRGHSYVIEDLLHFCRCHYSHHHDNVHYRLL TRIVIFSDRPBLEQOPLLVEEIORYYLNTLRV 
H.armigera HTILTVüLIVEFRKGLPGFRKISUSDUITLLKRCSSEVriHL RVRRRYDBRTDSVLFRINNI RKRGHRYVIEDLLHFCRCHYSHHHDNVHYRLL TREVIFSDRPGLEQPLL VEEIORYYLNTLRV 
P.interpunctella  HTILTVüLIVEFRKGLPGFSKISOPDOITI IL KRCSSEVHEL RVRRRYDRRTDSVLFRNNORYTRDNYRKRGHRYVIEDLLHFCRCHYSHTHDNVHYRLL TRTVIFSDRPGLEQOPQLVEETQORYYLNTLRV 
Ü.fuscidentalis  HTILTVULIVEFRKGLPGFSKISQPDOITLLKRCSSEVHHLRVRRRYDRRSDSVLFRNNORYTRDNYRKRGHRYYIEDLLHFCRCHYSHSHDNVHYRLL TRYVIFSDRPGLEUPOLVEEIQORYYLNTLRH 
P.xylostella  HTILTVQL IVEFRKGL PGFRKISQPDQITLLKRCSSEVHHLRYVRRYDVTTDSILERNNQRYTRDNYRKRGHRYYTEDLLHECRCHYSLNHDNIHYRLL TRIVIFSDRPGLEQPQL VEE TQKYYL NTLRY 
Consensus HTILTVQLIVEFRKGLPGFaKISQsDQITILKRCSSEVHHL RVaRRYDaat.DS ! LFRNNORYTRDNYRKRGHRYVIEDLLHFCRCHYsS . HDN ! HYRLLTR ! VIFSDRPGLEQP 1L VEETQr Y YLnTL Rv 















E.oblique YIHNOLGGSHRCPVVERKTI GIL TEIRTU IGNSRHCTSÉ IL IKE PPEL EETHDVADVRNTPVVDRPRL 
S.littoralis  YVLNOHSRSPRCPVVFGKILGVLTELRTL GHONSNHCISLKLKNRKLPPFLEEIHDVRDVSTTRTPRRPYTETRRL 
S.exigua YII NQNSRSPRCPVIHGKILGILTELRTL GHONSNHCISPKLKNRKLPPFLEEIHDVRDVSTRRPSRRVVSETRRL 
R.ipsilon YTLNQNSRSPRCPVVFRKILGILTELRTL LEEIMDYRDVSTRRPPPSVDRRL. 
H.armigera  YILNONSRSPRCRVIFGKILGILTEIRTLGHONSNHCT: LEETHDVRDVSTTRTPYVRDSPRL 
P.interpunctella  YIHNOHSDSPRCRVVFGKILSVLTEIRTL! LEEIHDVRDVSTRQULPLVDRGSRL. 
D.fuscidentalis  YIHNÜHSRSPRCSVLYRKILSVI TELRTL GHONSNHCISEKLKNRKLPPFLEETHDVRDVSTTORTPLVDGRTTL 
P.xylostella  YILSQQSGSPKCPVIFGHILSTI SELRSI GTONSHHCTSEKLKNKKLPPFLEETHDVRDVSTPRPRRRPLDRPEL 
Consensus Y!$nü.saSprCpV.XgkILg!LtEIRELGRÜNSNHCISIKLKNrKLPPFUEEIHDVRDVstta,... d. s oeeo 


图 3  Eo-EcR 蛋白 氨基 酸 系 列 比 对 图 


Fig. 3 Alignment of amino acid sequences of Eo-EcR proteins 
不 同 颜色 代表 不 同 物种 EcR 氨基 酸 的 保守 性 程度 ,保守 性 由 高 到 低 依次 为 红色 、 蓝 色 和 黑色 ;括号 代表 不 同 功 能 域 所 在 氨基 酸 位 点 。 


Different colors represent the conservation degree of EcR amino acids from various species, which decreases as follows: red, blue and black; 














parentheses represent different functional domains in different amino acid sites. 


氨基 酸 序列 进行 推导 ,得 出 该 氨基 酸 包含 6 个 功能 region, LCR) 2 个 锌 指 结构 域 (zinc finger, ZF) 和 1 
域 ,分 别 由 3 个 低 复杂 度 区 结构 域 (low complexity 个 配 体 结合 域 (ligand binding domain，LBD) 组 成 。 


Hn 
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2.2.3 Eo-EcR 三 级 结构 与 锐 指 结构 域 分 析 : 通过 
Swiss Model 网 站 对 Eo-EcR 编码 区 序列 进行 三 级 结 
构 模 拟 , 预测 结果 显示 该 蛋白 含有 3 个 经 典 的 结构 
模型 ,该 3 个 模型 较为 相似 且 以 a 螺旋 (图 4: 红色 
部 分 ) 为 主 (14 个 ) ,包含 部 分 B DrERCES 4: 绿色 部 
分 )(4 个 ) ,中 间 以 a 螺旋 连接 。 采 用 Smart 网 站 对 
该 编码 序列 进行 功能 预测 , 发现 Eo-EcR 编码 的 第 
177 -248 位 氨基 酸 序列 含有 两 小 段 锌 指 和 蛋白 结构 
域 ,分 别 由 第 180 - 200 位 21 个 氨基 酸 残 基 ( Cys- 
Leu-Val-Cys-Gly-Asp-Arg-Ala-Ser-Gly-Tyr-His-Tyr- Asn- 
Ala-Leu-Thr-Cys-Glu-Gly-Cys) (图 3: ZF1) 和 第 
216 -235 位 20 个 氮 基 残 基 酸 ( Cys-Lys-Phe-Gly-His- 
Ala-Cys-Clu-Met-Asp-Met-Tyr-Met-Arg-Arg-Lys-Cys- 
Gln-Glu-Cys)( 图 3: ZF2) 组 成 。 该 两 段 氨基 酸 序列 
各 与 一 个 Zn “组 形成 四 面体 配 位 体 ,组 装 成 一 个 C, 
型 锌 结构 域 ( 图 4: 方 框 部 分 ) o 








图 4  Eo-EcR 蛋白 三 级 结构 与 C4 锌 指 结构 域 


Fig. 4 Tertiary structure and C, zinc finger 








domains of Eo-EcR protein 
红色 部 分 代表 a 螺旋 ,绿色 部 分 代表 B Dre, 7r ERA y C4 锌 指 
结构 域 。The red and green colors represent alpha helix and B-pleated 


sheet, respectively. The box part represents C, zinc finger. 


采用 Swiss Model XJZ& R I% EcR 进行 三 级 结构 
模拟 及 Swiss PDB Viewer 4. 1 软件 对 该 锌 指 结构 进 
行 分 解 。 结 果 显示 ,该 C4 型 锌 指 由 2 个 四 面体 配 位 
结构 (图 5: A2 和 5: B2) 组 装 而 成 (图 $: C2). Vu 
面体 配 位 结构 A2 由 一 段 a 螺旋 和 2 个 B 折 县 组 
成 ,4 个 Cys 残 基 分 别 位 于 碳 链 第 180, 183,197 和 
200 位 点 上 (图 5: AT) ,四 面体 配 位 结构 B2 由 两 个 





B Jr 2H. 4 个 Cys 残 基 分 别 位 于 碳 链 第 216 ， 
222,232 $8235 位 点 上 (图 5: BI), 2 个 四 面体 结 
构 与 2 个 2 组装 成 一 个 纽 形 的 DNA. 识别 位 点 
(图 5: CI) ,在 转录 和 翻译 水 平 上 调控 基因 的 表达 。 
2.3 Eo-EcR 时 空 表 达 模 式 

标准 曲线 结果 显示 ,Eo-EcR 和 18S rRNA 两 对 
定量 引物 在 不 同 模板 浓度 下 缘 有 扩 增 , 扩 增 曲线 平 
滑 且 稳定 。Ko-EcR 引物 扩 增 效率 FE 为 97. 1% ,相关 
系数 RR 为 0. 9997 ,标准 曲线 斜率 为 -3.410; 18S 
rRNA 引物 扩 增 效率 下 为 94. 896 ,标准 曲线 相关 系 
Jic RH 0.9998 ,标准 曲线 斜率 为 -3.468。 表 明 两 
对 引物 均 符 合 qRT-PCR 反应 条 件 , 可 用 于 菊 光 定量 
分 析 。 

qRT-PCR 结果 表明 ,Eo-EcR 基因 在 不 同 发 育 时 
期 和 6 龄 幼虫 不 同 组 织 中 均 有 表达 。 不 同 发 育 时 期 
结果 显示 ,ko-EcR 在 成 虫 期 表达 量 最 高 ,是 卵 期 的 
17.95 倍 ;其 次 是 5 龄 和 6 龄 幼虫 期 ,依次 是 卵 期 的 
9.24 和 7.91 倍 ;而 在 3 龄 和 4 龄 幼虫 期 表达 量 最 低 ， 
依次 是 卵 期 的 0.41 和 0.49 倍 (图 6: A)。 不 同 组 织 
结果 显示 ,ko-EcR 在 前 胸腺 中 表达 量 最 高 ,是 表皮 中 
的 6.05 倍 ;其 次 是 大 脑 , 是 表皮 中 的 3.67 倍 ;在 血 淋 
E 脂肪 体 和 中 肠 中 表达 量 没 有 显著 差异 (图 6: B), 














3 结论 与 讨论 


本 实验 采用 同 源 克隆 方法 并 结合 RACE 技术 ， 
首次 克隆 了 Eo-EcR 的 cDNA 全 长 (登录 号 : 
KP869130. 1) ,该 基因 全 长 2 268 bp, 含 有 1 728 bp 
开放 阅读 框 和 27 个 poly( A) 尾 巴结 构 , 编 码 576 个 
氨基 酸 ,具有 典型 的 核 受 体 超 家 族 特征 。 系 统 进化 
树 和 和 氨基酸 同 源 性 比 对 表明 ,Eo-EcR 与 其 他 昆虫 ， 
特别 是 与 鳞 翅 目 昆虫 具有 和 较 高 的 保守 性 。 在 氨基 酸 
保守 序列 中 ,从 第 40 -100 位 和 第 130 -580 位 的 序 
列 基本 相同 ,表明 EcR 在 调控 昆虫 赔 皮 过 程 中 具有 
相当 高 的 保守 性 。 

为 初步 了 解 Eo-EcR 基因 的 结构 特性 和 信和 号 转 
导 途 径 , 本 实验 采用 Swiss Model 和 Smart 网 站 对 该 
蛋白 进行 了 模拟 ,结果 表明 Eo-EcR 三 级 结构 以 a 
螺旋 为 主 ,功能 位 点 单一 且 为 锌 指 和 蛋白 。 和 锌 指 蛋 白 
(zinc finger, ZF) 是 指 在 调节 和 蛋白 中 含有 几 个 半 胱 
氮 酸 (Cys，C) 残 基 , 通 过 结合 Zn^* 而 折 著 形成 短 的 
稳定 的 手指 状 结构 域 ( Frankel and Pabo, 1988) 。 根 
据 结构 域 的 不 同 ,可 以 将 锌 指 和 蛋白 大 致 分 为 3 个 类 : 
CH 型 .Gy 型 和 Co 型 (Klug and Schwabe, 1995) 。 其 


























10 7 李 良 德 等 : A Kudos Hec Se MISSE DN] Eo-EcR 的 克隆 .生物 信息 学 分 析 和 表达 检测 1069 











\ 


Cys22 


Zn,/Cys4 


(m 
bu 
[^ 


— 


2 Zn/Cys4 


Tetrahedral structure I Tetrahedral structure IT DNA recognition structure 
2 





R5 Eo-EcR 蛋白 C, 锌 指 结构 


Fig. 5 Structure of C, zinc finger of Eo-EcR protein 





Al 和 A2 分 别 代 表 四 面体 配 位 结构 工 三 级 结构 和 3D 模型 ,Bl 和 B2 分 别 代表 四 面体 配 位 结构 开 三 级 结构 和 3D 模型 ,Cl 和 C2 分 别 代 表 完 
整 C4 锌 指 和 蛋白 三 级 结构 和 3D 模型 。Al and A2 represent the tetrahedron coordination structure I in tertiary structure and 3D model, respectively. 





B1 and B2 indicate tetrahedron coordination structure II in tertiary structure and 3D model, respectively. 


coordination structure in tertiary structure and 3D model, respectively. 
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Fig. 6 Relative expression levels of Eo-EcR in different developmental stages ( A) and 
A. 实验 以 18S rRNA 为 内 参 , 以 卵 期 表达 量 ( 定位 为 1) 为 对 照 ,其 他 各 个 龄 期 表达 量 与 卵 表 达 量 期 相 
准 误 ,每 组 实验 重复 3 次 , 柱 上 不 同 字母 代表 Eo-EcR 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 量 的 显著 性 差异 (P<0. 























图 6 — Eo-EcR 在 不 同 发 育 时 期 (A) 和 不 同 组 织 (B) 的 相对 表达 量 


C1 and C2 represent complete tetrahedron 
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tissues ( B) of Ectropis obliqua 


对 比较 。 数 据 处 理 方法 采用 平均 值 + 标 


05), 18S rRNA was set as a reference to 





determine the relative expression levels at different developmental stages, which were normalized to the level at egg stage ( positioning to 1). Data are 


presented as means + SE in triplicate, different letters above bars indicate nd differences among diffe 
实验 以 188 rRNA 为 内 参 , 以 表皮 表达 量 为 对 照 (定位 为 1) , 
误 ,每 组 实验 





























srent developmental stages (P «0.05). B 


他 各 个 组 织 表 达 量 与 表皮 表达 量 相对 比较 。 数 据 处 理 方法 采用 平均 值 + 标准 
复 3 次 , 柱 上 不 同 字 母 代 表 Eo-EcR 在 不 同 组 织 的 表达 量 的 显著 性 差异 (已 <0.05 ) 。18S rRNA was set as a reference to determine 





the relative expression levels in different tissues, which were normalized to the level in cuticle ( positioning to 1). Data are presented as means + SE in 


triplicate, different letters above bars indicate significant differences among different tissues (P «0.05). E: BB Egg; L1: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 


12: 2 龄 幼虫 2nd instar larva; L3; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; LA; 4 龄 幼虫 4th instar larva; L5; 5 16247] H 





R 5th instar larva; L6; 6 龄 幼虫 6th instar 











larva; P; "jj Pupa; A: JR Adult; C; 表皮 Cuticle; PG; 前 胸腺 Prothoracic gland; B; 大 脑 Brain; H: 














M: 中 肠 Midgut. 


中 ,CG 型 匀 指 包含 8 个 Cys 残 基 和 2 个 Zn ,每 个 ( Sanchez-Garcia et al., 


淋巴 Hemolymph; FB: 脂肪 体 Fat body; 


1994) , 3 Eo-EcR 5 03 Ff] 4 





Zn + 能够 拉动 4 个 Cys 残 基 组 成 一 ee 基 酸 包含 两 段 锌 指 结构 , 且 都 包含 4 个 Cys 残 基 , 可 
域 ,2 个 结构 域 组 装 成 一 个 纽 形 的 DNA 识别 位 点 ”分 别 组装 成 两 个 四 面体 配 位 结构 ,符合 C4 型 锌 指 蛋 
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白 特 征 。 由 于 EcR 决定 赔 皮 激素 20E 的 专 一 性 
(Wang et al., 2000) ,推测 茶 尺 竖 20E 与 EcR 的 结 
合 位 点 为 该 C4 锌 指 结构 域 ,进而 激活 下 游 基 因 如 
BR-C, E74, E75, E93, ，bFTZ-F1 和 激素 接受 子 3 
( HR3) 等 转录 因子 的 表达 ,从 而 调节 茶 尺 歇 各 个 龄 
BR EZ o 
EL 1. f A S ^E JE m BE AOT: S BE ARR 
( ecdysteroid hormone, EH) , 它 通 过 调节 20E 的 表达 
量 来 改变 昆虫 虫 态 。20E 与 EcR 结合 后 所 形成 的 
转录 复合 体 , 在 启动 基因 表达 时 还 需要 其 他 辅助 因 
子 的 参与 ,如 分 子 伴侣 Hsc70, Hsp90 和 Chd64 等 
( 赵 小 凡 , 2010) ,但 无 论 是 受 体 蛋白 EcR 还 是 各 类 
辅助 因子 ,其 动态 调节 应 该 与 20E 的 变化 相 一 致 。 
由 于 ,昆虫 在 幼虫 前 期 虫 态 相 对 稳定 , 蚁 皮 激 素 20E 
表达 量 较 低 ,进入 末 龄 阶段 为 启动 变态 脱皮 和 组 织 
重建 以 实现 化 师 ( Gilbert et al., 2000) ,表达 量 将 会 
升 高 。 当 进入 晴 期 时 ,可 能 由 于 新 陈 代谢 减弱 的 缘 
故 ,20E 将 会 降下 降 。 最 后 ,转录 复合 体 EcR/USP 
过 调节 20E 的 生物 活性 进而 响应 成 虫 羽 化 后 的 
生殖 过 程 ,在 羽化 和 变态 中 起 到 重要 的 作用 
( Buszczak et al., 1999; Riddiford et al., 2003) ,使 得 
成 虫 时 期 20E 表达 量 再 次 升 高 。 本 实验 对 Eo-EcR 
不 同 发 育 时 期 的 表达 量 进行 测定 ,结果 表明 :Eo-EkcR 
表达 量 呈 现 先 上 升 再 下 降 再 上 升 的 变化 形式 ,与 昆 
虫 20E 在 不 同龄 期 的 动态 变化 结果 相 一 致 。 

Wer x 20E 是 由 前 胸腺 (prothoracic gland, 
PG ) 合 成 的 一 类 类 固 醇 激素 (Truman and Riddiford ， 
2007)。 因 此 ,20E 在 前 胸腺 表达 量 相 应 高 于 其 他 组 
织 。 而 相关 研究 表明 ,20E 具有 负 反 馈 调 节 作 用 ,在 
血液 中 的 表达 量 相 对 较 低 ( 宫 竺 等 , 2014) 。 本 实验 
对 Eo-EcR 不 同 组 织 表 达 模 式 进行 测定 ,结果 表明 ， 
Eo-EcR 在 前 胸腺 中 表达 量 最 高 ,在 血 淋 巴 中 表达 量 最 
低 , 与 昆虫 20F 在 不 同 组 织 的 动态 变化 结果 相 一 致 。 

目前 ,关于 昆虫 晓 皮 激素 受 体 的 研究 较 多 ,其 具 
体 的 分 子 结构 及 作用 方式 也 被 不 断 揭 示 。 昆 虫 EcR 
具有 高 度 的 反应 灵敏 性 ,是 设计 先导 农药 的 理想 模 
板 。 例 如 , 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster TETS 25 
构 域 是 EcR 中 最 保守 性 的 功能 域 ,对 该 区 域 个 别 氨 
基 酸 用 两 氮 酸 (Alanine，Ala) 替代 后 ,能够 显著 降低 
EcR 的 结合 能 力 ,导致 该 虫 赔 皮 能 力 减 弱 ( Orlowski 
et al., 2004) 。 本 文 对 Eo-EcR. 锌 指 结构 域 和 Eo- 
EcR 时 空 表达 模式 进行 了 初步 探讨 ， 为 下 一 步 研究 
Eo-EcR 的 分 子 功能 和 基于 Eo-EcR 为 靶 标 的 杀 虫 剂 
研制 莫 定 分 子 基 础 。 
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